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論文内容の要　旨
【目　的】
着床過程における胚と子宮内膜問質細胞（ESC）との相互作用を検討する目的でi花油roモデル
脱落膜化モデルを用いて胚との共培養を行い、胚の増殖および胚・ESC間のinteractionを観察し
た。
【方　法】
4週令のマウスESCを回収し、eStradiol（E2、0．1nM）添加群progesterone（P、100nM）
添加群、E2（0．1nM）＋P（100nM）添加群とステロイド無添加群（対照群）の4群に分けて培
養した。培養細胞の増殖能の検討のために、細胞数を計数し、また位相差倒立顕微鏡を用いて培養
細胞の形態学的変化を連日観察した。更に脱落膜化の機能的指標であるデスミンの発現を免疫組織
染色法により検討した。次いでこのinuitro脱落膜化モデルを用いて、Day4マウスblastocystと
の共培養を行い、光顧及び電顕を用いて胚の増殖と胚・ESC問のinteractionを経目的に観察し、
画像処理装置にて胚の面積を測定して単独培養胚との問で比較検討した。
【結　果】
培養ESC数は対照群とE2添加群では約8倍に増加したが、P添加群及びE2＋P添加群では約
2倍の増加にとどまった。E2添加群と対照群では細長い紡錘状を呈する線維芽細胞様の形態を示
し、培養6週間まで形態変化を認めず、デスミン陽性細胞が15％以下であったが、P添加群とE2
＋P添加群では、核と細胞質の肥大した多核大型細胞が多数出現し、デスミン陽性細胞率は50％以
上となった。共培養において培養16日目以降、対照群とP添加群の胚面積増大が停止したのに対し、
E2＋P添加群では増大が続き、18日目以降にはその差が有意となった。E2添加群は20日目まで
胚の増大が続いたが対照群との間に差を認めなかった。一方性ステロイドの添加の有無にかかわら
ず単独培養胚は培養12日目には剥離、脱落した。超微形態学的にE2＋P添加群では、共培養7及
び20日目ともに細胞質が肥大し、粗面小胞体・ミトコンドリアの発達、グリコーゲン顆粒の増加な
ど脱落膜変化を示す細胞がともに90％以上に観察されたが、対照群では7日目には超微形態学的に
脱落膜化を示す細胞は5％にとどまった。しかし、対照群においても20日巨＝こは脱落膜化変化を来
したESCが61％に増加した。またESCとtrophoblastとの境界をみると、E2＋P添加群ではin
Uiuoと同様に比較的明瞭に両者が画然と分かれているのに対し、対照群ではtrophoblastがESCの
問に浸潤するように入り込み、両者の境界が不明瞭となっていた。
【考　察】
胚とESCとの間の相互作用を検討した報告は少ない。今回の結果と同様に共培養が胚の発生効率
を高めるとの報告もあるが、異種間の共培養であったり、培養期間が短期間であったりして、胚と
ESCの相互関係を検討するには満足のいくモデルとはいえなかった。本研究により同種問の胚と
ESCを28日間の長期間にわたって共培養し、経時的な形態学的観察とともにその相互作用の検討を
行うことが初めて可能となった。
本研究において、単独培養胚が剥離・脱落するのに対し、共培養胚が増殖を続けたことはESCが
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blastocystのoutgrowth及び生存維持に促進的に働いていることを示唆するものと考えられた。
脱落膜化組織からはサイトカイン、細胞外マトリックスなど多くの生理活性物質が分泌され、着
床、胎盤形成、妊娠維持に作用していると考えられている。本研究でE2＋P添加により脱落膜化
を誘起したESCとの共培養で、胚のoutgrowthが無添加のESCとの共培養胚と比較して有意な増大
を示したことは、本実験系における花山ro脱落膜化細胞から分泌される生理活性物質にその原因
を求めることも可能と考えられた。
脱落膜の機能の一つとして自ら産生するTGFβとTIMPによってtrophoblastの浸潤を制御する
ことが考えられている。今回対照群でtrophoblastのESC間への浸潤像が認められたのに比し、
E2＋P添加群ではこれを認めず、脱落膜がtrophoblastの浸潤を制御していることが超微形態学的
にも明らかとなった。
inUわ0において子宮内膜は、血小板活性化因子、ヒスタミン放出因子などの胚からのシグナルに
よって脱落膜変化が促進されるものと想定されているが、今回対照群のESCにおいても共培養20日
目には、脱落膜変化を認めるESCが61％に観察され、几Uたroにおいてもこのことが明らかとなっ
た。
今回のin Uねro着床モデルでは28日間の長期培養にもかかわらず、胚においてICM及び
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えられる。しかし本研究により形態学的解析からESCはblastocystのoutgrowth及び生存維持に促
進的に働いていること、脱落膜化細胞が胚のoutgrowthを促進する一方、trOphoblastの脱落膜化
細胞への浸潤を制御することが明らかとなり、今後未解明の点が多い着床現象における種々の生理
活性物質の関与を解析する上で有用な実験系になりうるものと考えられた。
【結　論】
本研究によりマウスESCとblastocystを共培養することにより、ESCはblastocystのoutgrowth
及び生存維持に促進的に働いていること、またE2＋Pにより脱落膜化したESCは、胚の
outgrowthを促進する一方で、trOphoblastの脱落膜化細胞への浸潤を制御することが明らかとな
り、更に胚から脱落膜化させる何らかの因子が放出されていることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
生殖生理学において着床の成立は大きな命題であるが、未解明な点が多く残されている。子宮内
㊥　　膜と胚との相互作用を検討する適当な着床モデルがなかったことがその原因の‾つとして挙げられ
る。本研究は、ヒト胚を扱うことには倫理的な問題を伴うため、哺乳類の初期発生研究において広
く用いられているマウスをモデル動物として着床モデルを確立し、胚と子宮内膜との相互作用を解
析したものである。
マウス子宮内膜間質細胞培養系に性ステロイドを添加することによりinvitro脱落膜化培養系を
作製し、胚との共培養を行うことにより、胚と子宮内膜間質細胞との相互作用を形態学的に検討し
た結果、①子宮内膜問質細胞は胚の生存に促進的に作用する、②脱落膜化は胚発育に促進的に作用
する、③脱落膜化は絨毛細胞の浸潤性増殖を制御することなどを明らかにした。
本研究は着床機構を解明する上で新たな視点を提供するものであり、その成果は生殖生理学だけ
でなく、不妊症を診療する臨床領域においても資するところ大と考えられる。よって博士（医学）
の学位に値するものと認める。
なお、本学位授与申請者は、平成10年2月13日実施の論文内容と、それに関連した試問を受け、
合格と認められたものである。
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